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;rfindungsanspruch: 

1 verfahren zur Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen polymeren Verbindungen und daraus 
" qebildeten Festkorperoberf lachen. dadurch gekennzeiehnet. daB das symmetr.sche 
Koh ensaurediester der allgemeinen Formel RO-CO-OR Oder Chlorameisensaureester der 
Xememen Forme. CI-C^OR. wobei der Rest R eine e.ektronenanziehende Gruppe darstel.t. 
qegebenenfalls Phosgen gemeinsam mit einem Phenol oder e.nem N -subst.tu.erten 
Hvdroxylamin, in Gegenwart von zur Bildung von reaktiven Acyl.umsalzen befah.gen 
^peSophilen Aminen im Verhaltnis von 0.01 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Ko htonuurrt ester 
und gegebenenfalls einem waiteren der Gruppe starker Basen zugehorenden tertjaren Am.n ,m 

m 1t hyiXlgruppenhaitigen Polymeren oder daraus gebildeten ^stkdrperoberflachen in 
Gegenwartvon supernucleophilen Aminen und gegebenenfalls we.teren tertiaren Am.nen 

3 Wa^w^hAnspruch 1. dadurch gekennzeiehnet, daB die Chlorameisensaureester mit 
£dro^ 

von te^Sen P carbonatbi.denden Aminen und/oder supernucleophilen Am.nen zur Reakt,on 

4. VerfTh^ 

eingesetzte Chlorameisensaureester in Gegenwart des Polymers eus .Phosgen unde.nem 
substituierten Phenol oder N-substituiertem Hydroxylamin , intermed.ar ^gob, del t und ohne 
fsolierung mit dem Polymer zur Reaktion gebracht wird und tert.are carbonatb.ldende Am.ne 
und/oder supernucleophile Amine als Reaktanden eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeiehnet, daB als supernuc eophrte Am.ne 
Verbindungen wie 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), 4-Pyrrol.d.nopyr.d.n (PPY). N- 
Methylimidazol. Diazabicyclol5.4.0]undecen (DBU), 4-Morpholinopyridin, 

N-Methylmorpholin, N.N-Dimethylanilin oder andere heterocycl.sche Amine ^e Pyr.d.n, P.col.ne. 
N-Methvlpiperidin, bzw. supernucleophile Amine nach Anspruch 7 eingesetzt werden. 

7 Verfahren nach Anspruch 1,2, 5 und 6. dadurch gekennzeiehnet, daB pro Mol symmetnscher 
KoMensaurediester 0.01 bis 2.5 Mol. vorzugsweise 0.2 bis ; 1 2 1 Mo. ^gS^SS^!^ 
gegebenenfalls 0.1 bis 2.5 Mol tertiares Amin (bevorzugt 0.8 b.s 1.5 Mol) eingesetzt werden. 

8 Verfahren nach Anspruch 1 . 3. 5 und 6. dadurch gekennzeiehnet, daB pro Mol 
cXarneisensaureester 0,1 bis 2.5 Mo., vorzugsweise 0.8 bis 1 ,5 Mol Z^^Z%£? m 
und/oder 0,02 bis 2.5 Mol, vorzugsweise 0.1 bis 0.5 Mo. supernucleophi.es Amin verwendet 

9. Verfahren nach Anspruch 1 , 4. 5 und 6. dadurch gekennzeiehnet daB bai einem ^altn's ^ on 
Phosgen zu Phenol bzw. N-substituiertem Hydroxylamin von ,1,0 zu 0.5 b,s UmM^n 
carbonatbildenden tertiaren Aminen von 1.0 bic 2.5 Mol pro Mo. Phosgen und/oder 0.02 b.s 
2.5 Mol superr.ucleophiles Amin pro Mol Phosgen erfo.gt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeiehnet, daB in den zur t Anwe " dun 9 
kommenden symmetrischen Kohlensaurediestern. Chlorameisensaureestern und Phenolen bzw. 
N-substituierten Hydroxy.aminen der Rest R eine Succin.m.dy.-. Phlhahmidyl-. 5-Norbornen-2,3- 
dicarboximidyl-. p-Nitrophenyl- und andere substituierte Phenylreste bedeuten kann. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4. dadurch gekennzeiehnet. daB die Temperatur be. der Zugabe der 
Losungen der Kohlensaurediester. Chlorameisensaureester bzw. des 'Pfu^^s und der 
anschlieBenden Reaktion zwischen 0 und 100»C, vorzugsweise 4 b.s 60'C gehalten w.rd und der 
Umsatz nach 10 bis 120 Minuten abgeschlossen «st. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4. dadurch gekennzeiehnet daB als ^""B™^^"" „ u _ 
organische Verbindungen wie Acetonitril, Dimethylsulfox,d Tetrahydrofuran^ 

oderunpolareVerbindungenwieBenzen.Toluenu.a.oderha.ogemsm^ 

Chloroform. Methylenchlorid u.a. bzw. Gemische dieser Losungsm.ttel eingesetzt werden. 
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Anwendungsgebtet der Erfindung 

Die Erf.r.dung betrifft die Aktivierung von hydroxylgruppenheltigen polymoren Verbindungen und dar bus gebildetan 
Festkorperoberflachen. dcren Umsetzung mit nucleophilen Komponenten wie Aminen oder SH-gruppenhaltigen Verbindungen 
zu N-substituierten Carbonaten bzw. Thiokohlensaure-O.S-diestern fuhrt. 

Anwendungsgebiete sind die Biotechnologie. die chemische und phermezeutische Industrie sowie die wissenscnaftliche 
Untersuchung von Grundlagen und die Verfahrensentwicklung in diesen Industriezweigen und daruber hinaus die kliniscne 
Analylik. 



jharakteristtk der bekannten technischen Ldsungen 

Fur die Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Matrices sind sehr viele Mdgtichkeiten beschrieben worden (P. D. G. Dean. 
W S Johnson. F. A. Middle. Affinity Chromatography. JRL Press, Oxford. 1985; W.H.Scouten, Affinity Chromatography John 
Wiley & Sons. New York. 1981). Nur wenige Methoden haben eine breite Anwendung gefunden. Die bisher dominierende 
Aktivierung mittels Bromcyan wird mehr und mehr durch moderne Methoden ersetzt. die die Nachteile (hohe Toxizitat des BrCN. 
hohe Hydrolyseempfindlichkeit des aktivierten Tragera. geringe chemische Stabilitat der durch Kopplung von NH,- 
oruDpenhaltigen Liganden entstehenden Isoharnstoffderivate und deren unerwunschte positive elektnsche Ladung im 
Dhysiologischen pH-Bereich [kPa ~ 9,5)) der Bromcyanaktivierung teilweise oder ganz vermeiden. Charakterist.sch fur moderne 
Aktivierungsmethoden ist das Erreichen hoher Kopplungskapazitaten der Trager ohne Beeintraehtigung der strukturellen 
Eigenschaften (Porositat. mechar.ische Stabilitat. Quellverharten, Gelbildungseigenschaften. Idslichkeit usw.). 
Wesentlich ist weiterhin eine gute Lagerstabilitat der Trager bei gleichzeitig hoher Reaktivitfit der aktiven Gruppen (pH-Werte 
von 7 0-9 0 Raumtemperatur) gegenuber den zu bindenden nudeophilen Liganden. Die entstehende kovalente Bindung 
zwischen Matrix und Ugand soil chemisch sehr stabil sein, urn unter den Bedingungen der praktischen Anwendung eine 
vernachlfissigbar geringe Abspaltung der Liganden von der Matrix zu erhalten. 

Diesen Anforderungen entsprechen in einigen Punkten die durch Umsetzung mit epoxigruppenhaltigen Verbindungen oder 
Carbonyldiimidazol erhaltlichen - auch kommerziell verf ugbaren - aktivierten Tragermaterialien auf der Basis von Sepharose. 
modifizierten Kieselgelen, Acrylsauremischpolymerisaten, wie Epoxisepharose (Pharmacia). Reacti-Gcl iPierce). Eupergit 
(Rohm) und epoxiaktiviertes Kieselgel (Merck). 

Die derzeit besten Ergebnisse werden jedoch durch die Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Trager mit 

Chlorameisensaureestern erzielt. wobei in die hydroxylgruppenhaltige Matrix sehr reaktive Oxycarbonylgruppen unter Bildung 
unsymmetrischer Carbonate (Kohlensaurediester) eingefu hit werden. 

J- OH + CI-CO-OR — /- O-CO-OR 

j Drobnik et al. (Biotechnol. Bioeng. 24 [1982) 487) setzten Cellulose und Spheron mit N-HydroxysuccinimidyK Trichlorphenyl- 
und p-Nitr ophenylchiorame-sensaureester in Dioxan als Losungsmittel bei Temperaturen von 25 bis 65°C urn und erreichten 
Kopplungskapazitaten biszu 2 mMot/Gramm Cellulose. ^ . ^ 

Ahnliche Ergebnisse orzieltei. Wilchek und Miron (Biochem. Internal. 4 [1982] 629) an Sepharose und Cellulose bei Umsetzung 
der Trager in Pyridin bei 4°C. . . . 

Bei der Reaktion eines neuen Chlorameisensaureesters - N.(Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen.2.3.d.carboximid - werden mit 
hydroxylgruppenhaltigen Polymeren hohe Kopplungskapazitaten bis zu 1 bzw. 1,2mMol/g Trager fur Perlcellulose und 
Sepharose bei einer Reaktionstemperatur von 70*C innerhalb von 4 bis 5 Stunden und einem Esteremsatz von 16-20mMol/ 
Gramm Trager erzielt (DD 219490. 6.3.1985) erreicht. 

Die Obertragung von Oxycarbonylgruppen auf Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden durch Reaktion mit 
Chlorameisensaureestern wie tert.-Butoxycarbonylchlorid (Boc-CO ist eine in der Peptidchemie haufig angewandte Reaktion zur 
Einfuhrung von Schutzgruppen. Anstelle der Chlorameisensaureester werden auch symmetrische oder unsymmetnsche 
Kohlensaureester oder ein salzartiges Addukt aus Chlorameisensaureester und Dimethylaminopyridin (DM AP) (Guibe-Jampel. 
Chem. Commun. 1971 267) fur die Obertragung von Oxycarbonylgruppen auf die Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden 
eingesetzt. 

Boc-CI + DMAP — * Boc.DMAP , * , CI , " t 

BocDMAP^'CI 1 " 1 + H,N-R * Boc.HN-R + DMAP 

-HCI 

DieEignungdesstabilenTetrafluoroboratsDMAP < *» .CN BFj* 1 zur Obertragung der Cyanogruppe auf die Hydroxylgruppen von 
Polymeren unter Bildung von Cyanaten wurde von Wilchek et at. (Meth. Enzymol. 104 (1984) 3-55) beschrieben. Die Reaktion 
fuhrt bei der Umsetzung von Sepharose zu Tragern hoher Kopplungskapazitat (bis zu70pMol Cyanatfg abgesaugte Sepharose4B). 
Die Reaktion von Chlorameisensaureestern mit Trisacryl wird nach Angeben von Miron und Wilchek (F' s Internet. Symp. 
Bioaffinity Chromat. and Related Techniques. Prague. 1985) durch Dimethylaminopyridin katalysiert. 

Die bisher bekannten Synthesen von Polymeren des Kohlensaurediestertyps /-O-CO-OR gehen von Chlorameisensaureestern 
oder symrnetrischen Carboneter CWilchek. Miron. Appl. Biochem. Biotechnol. 11 11985) 3. 191; Henklein et al. Patentschnft 
DD 219 190 16 3. 1985)) aus. Der Nachteil dieser Verfahren besteht in der aufwendigen Synthese der Chlorameisensaure- oder 
KohlensSurediester und den relativ gerineen Umsauraten zu ektivierten Tragern. So erfordert z. B. die Einfuhrung von 1 bis 
2mMol Oxycarbonylgruppen pro Gramm Cellulose etwa den lOfechen GberschuB an Chlorameisensaureester (Drobmk et al.. 
Biotechn. Bioeng. 24 (1982V 487) und erhohtu Temperaturen (65 Q C) bzw. bei Raumtemperatur lange Reaktionszeiten. 
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Ziel der Erfindung 



.CIO I UOI »-» • g 

, - . e rfinrtunn 1st es svmme.rische Kohlensaurediester fur die Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren und 

Reaktionsbcdinoungen einrusetzen und die dafur ben6tifl,en Koh.enseured.ester-Mengen be. Erre.chung hoher 
Aktivicrungsgrade moglichst gering iu halten. 

Do rl egung des Wesens der Ecfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe Tugrunde. die Reaktivitat symmetrischer Kohlensaurediester gegenuber 

d£au7^ 
e^eX^ 

supemuc.eophi.en Aminen im Verha.,njs von 0 
m^sseS^^ 

Formkdrper(Perlen). Fasern. Gewebe. Folien Oder Papier w^i^^n^™^- PMhaUmidyK S-Norbornen- 

Trtethyl.mte. N.N.D im .tM»ilin u.w. .t brtriUK (T.MM U O. euch XS, 
Meegen m.. ,e.inge Wi*eamkeH MM.. i«g. keine ecMe ket.hn.eeh. Wirtung «. Am.~ ^™»"« * E retelling 

O.. optimal emote.. Vert,MI«i, vc. wmme.rtecl.em Kohlenegomd.eKe. «u oodeoph.len. Am., .m rtmbl.ee eul d.e ER»M<g 
eine. holm. KocplungstoI.^til liegt bei 1.0 bte 1* _.,.„_.,_,,,„,._ _„ 0 Hg™gpeM<eKigen Polyme.en In Geg.nw.rt 

Cellulose schonnach 10 Minuuin abgeschlossen. k ^k»» tr An ninna«kana»tdten besonders 

Die 8 s n yn«n h ese und ReindarsteHung der fur die Po.ymer.ktMerung eingeseut«n *vmme«rischer J^^^S^SlL 
einfache Weise umgangen werden. denn eine groBe 2ahl von Chloreme.sensaureestern reag.ert .n G ^enwart tert.arer Am.ne 
wie Triethyfemin. N Methy.morpho.in. N.NDime.hy..n...n. Pyridin. Dimethylam,nopyr,d.n u.a. *u symmetnschen 

Chloremeisens.ureestern. ainem tertiaren Amin und einem der supernucleoph.len ^^l^fj^Ti 

symmetrischen Kohlensfiurediestern mit hydroxylgruppentregenden Verb.ndungen gee.gnet a £ d J™7). 

Es erweiat sich als *weckmattig. einen geringen molaren UberschuO an corbona.b.ldendern t^iarHi Am« Mm Verbaltn.s *um 

CWoT-^eisensaureester eimuseuen. Das supernuc.eophi.e Amin kann in einem Verne tn.s von , 0 01 * 1 "^"JJJ bewi. kt 
Chlorameisensiureester vari:cr. werden. wobei hoherer Amineinr.au eine deuthche Ste.gerung dor Kopplungskapawat bewrkt 

(Tabel.e 8). 
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Auch die Erhohung des Chlorameisensaureestereinsatzes bewirkt eine Zunahme der Kopplungskapaz.tat. w ' e »"* T ° b «"° * 
e^ichtlich wird. Wie bei der Reaktion der Kohlensaurediester beobachtet. ist beim Einsatz der supernueleoph.len Am.ne d.e 
Reaktion bei Temperaturen von 4 bis 2SX inncrhalb von 20 bis 30 Minuten beendet. Nur wenig reakt.onsfah.ge Polymere 
erf ordern hohere Temperaturen (bis 60'C) und Reaktionszeiten von 1 bis 2 Stunden. 

Die Aktivierung minels Chlorameisensaumester ist auf unterschiedliche Gruppen hydroxylgruppenhelt.ger Polymere 
anwendbar (s. Tab. 10). Die Eignung verschiodener. supernucleophiler Amine zur Enielung hoher bis sehr hoher 
Kopplungskapaziteten wird durch die Ergebnisse in Tabelle 1 1 gezeigt. W ,. ni -.K „ : , „-.„.,_ 

Wird die Umseuung von ChlorPmeisensaureestern mit hydroxylgruppenhalt.gen Tragern ausschl.eBI.ch m.t e, " e «V 
supernuciaophilen Amin wie Dimethy.aminopyridin. durchgefOhrt. wird bei den oben beschr.ebenen ger.ngen ' Amjnemsauen 
von 0.01 bis 0.05 Mol pro Mol Chlorameisensaureester bei Raumtemperatur nur eine sehr gennge Ste.gerung gegenuber der 
RAAktion ohne Zusatz dieser Amine verzeichnet (Tab. 7). 

WiJd das supernucleophi.e Amin jedoch in einem mot.ren UberschuBBeflenOberdemChlor.meisensaureestere.ngeseW.ISuft 
*e RaaAron 7n gleicher Weise wie in Gegenwart anderersta 

Jb d h daB dai supernucleophile Amin sowohl die Bildung des symmetrischen Kohk ts.urediesters als auch dessen Reakt.on 

Reaktion von symmetrischen Kohlensaurediestern mit hydroxylgruppenhaltigen Potymeren Anwendung finden 

m Jennys Ser ^ldung von Chlorameisensaureestern aus Pheno.en bzw. substituierten Hydroxy.aminen - durch Reakt.on m.t 

P^SSeninTeg^^ 

mdglich. die oben geschilderte Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren auch unter Omgehung der 

ChlorameisensSureesterisolierungdurchzufiihren. . . „„»»ii«. «,;„«, m 

Dazu wird ein Gemisch aus dem hydroxylgruppenhaltigen Polymer, supemucleoph.lem Am.n. und gegebenenfalls e.nem 
wX^ntertaTen Amin und einem subsiituierten Phenol Oder N-substituiertenHydroxylamin mrtPhosgen umgesetzt. Durch d,e 
Wirkung der Kombination dieser Amine wird sehr schnell eine Reaktionskette mit der intermod.aren B.ldung von 
Chlorameisensiureester und symmetrischen Kohlensaurediester durchl.ufen. der s^nerseits m.t M.lfe des supernueleoph.len 

Amins die Ubertragung der Oxycarbonylgruppe auf das Polymer bewirkt. ... „ 

Diese Reaktionsfuhrung hat den Vorteil. billige. kommerziell erheltl.che Ausgengsstoffe fur d ^5' nfuh ~"9 vo " e 
Oxycarbonylgruppen in hydroxylgruppenhaltige Matrices unter sehrschonenden Reakt.onsbed.ngungen zu verwenden. 
Der dkonomische Vorteil dieser Verf ahrensweise besteht daruber hinaus darin. daG die be. der Synthese von 
Chlorameisensaureester oder Kohlensaurediestern auftretenden Ausbeuteverluste verm.eden werden, und ««'e b.ll.gen 
Ausgangsprodukte Phosgen und Phenole oder substituierte Hydroxyzine in hoher Ausbeute als Oxycerbonylgruppe .n d.e 

T^IXS 

p-Nitrophenyl-. N-Hydroxy-5-norbornen-2>dicarbcximidyl.) durch Reaktion von Phosgen und den ent ^ h J n n ^" . . 0 
Hydroxylverbindungen (Phenol, brv. N-substituiertes Hydroxylamin) kann als allgemein anwendbare Reakt.on zur Axt.v.erung 

von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren angesehen werden (Tab. 13). 

Das Ziel der Erfindung. ein einfaches und okonomisches Verfahren zur Ubertragung von Oxycarbonylgruppen auf 
hydroxylgruppenhaltige Matrices mittels svmmetrischer Kohlensaurediester. ist im wesentlichen durch das £ 
emndungsgemaEe Merkmal erreicht worden: Die reaktionsbeschleunigende Wirkung von supernueleoph.len Am.nen aut d-e 
Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Matrices durch Ubertragung von Oxycarbonylgruppen aus s V mm « tr ^ h * n 
Kohlensaurediestern und deren Bildung aus Chlorameisensaureestern durch E.nw.rkung von tert.aren Am.nen w.e z.B. 

Triethylamin usw. .. . „. „„ A 

Die KombinMion von carbonatbildenden Basen und supernucleophilen Aminen ermogl.cht den Einsatz von Phosgen und 
N-substituierten Hydroxylamir.en bzw. Phenol oder von Chlorameisensaureestern als Mittel zur Ubertragung von 
Oxycarbonylgruppen anstelle der meist schwerer zuginglichen symmetrischen Carbonate. da „. . 

Im Vergleich zur direkten Umsetzung von Chlorameisensaureestern oder symmetrischen Kohlensaurediestern gestattet der 
Einsatz der supernucleophilen Amine eine HerabseUung der Reaktionstemperatur auf 4 bis 25 »C und I e.ne \ erku^ung J« 
Reaktionszcit auf 10 bis 20 Minuten. Be! Temperaturen von 50 bis 60'C werden auch wen.g reakt.onsfah.ge Polymere .n hohr.- 

Die rnHdenRMlctionsbedingungen gestatten auch die Aktivierung von wenig strukturstabilen Polymeren wie Sepharosen o^ 

DeHm"^ gleich zu bekannten Verfahren hohe Umsalz dor Reagenzien (bis zu 80-90%) und der Einsatz billiger Rohstoffe 
bewirken eine wesontlich verbesserte Okonomie des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Akt.v.erung von 
hydroxylgruppenhaltigen Matrices. Die Anwendung dererfindungsgemaB hergestellten aktivierten Matr.ces wurde am Be.sp.n 
der Kopplung von Aminen wie al.phatischen Diaminen oder Polyaminen von Proteinen wie Concanaval.n A. Ovomuco.d. 
Ovoinhibitor u.a. sowie Enzymen wie Glucoseoxidase. Meerrettichperoxidase und Trypsin oder Immunoglobul.ne >»™ 
Antikdrpersowie ihren Einsatz als Affinitatsadsorbensodertcagerfixiertes Enzym uberpruft. D.e Kopplung ^ucle.nsauren an 
teste Trager wie Cellulose. Sepharose. Fractogel usw. ergibt Aff.nitatstrager. die zur Reinigung von DNA- , und RN A Po ' v ^ eras « n 
Kinasen. Nucleasen usw. geeignet sind. Bei der Reaktion der aktivierten Trager mit SH-gruppenhalt. g en Verb.nd^ 

in gtatter Reaktion Thiokohlensa.ire-O.S-diester. wie am Beispiel der Reaktion von aktivierter Perlcellulose m.t Th.oalkohol u d 
Thiophenol gezeigt werden konote. 
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Ausfubrungsbeisplele 

Diecrfi „dun 9Sfl e m8 0e^^ 
folqender Beispiele erliutert werden: 

Bet-pieM wasser.Aeaton-Gemischen steigenden Acetongehalts und wasserf reiem Accton 

Pcr.celluk.se wird durch B « h «" d ' u ^™^^^^^ S.m Volum!n Aceton eufgenommen. in dem 40 M Mo. 

e^twassert. Ein Volomen wasserfre.er Per eel Mn«m in eiw rtion8wel8e ein Milliliter einer Acetonlosung von 

DimetM8minopyridingel6»t wurden. Unte k ^27^IO?!w>> SS^SSill t.in«««eBab«.. Ote Umaniuno «f«olg(« bei 
N.N-Bis(5-norbornen-2.3-dicarbox.m,dyl)-carbon^ durch Absaugen der Gberstehenden tosung uber 

Gramm wasserf reier Cellulose. Mvdrolvse des ekiivierten Tregers mit 0,1 N NH 4 OH und 

(r = 6.4 • 10* Mol*' cm 



(c = 6,4 • 10 1 Mol 
Beispiel 2-7 



pSSSZ* wurdo analog Beispie. 1 aktiviert. s. Tab. 1 . Versuch Nr.9. 11-1S. 
JSltose'wurde analog Beispiel 1 aktiviert. s. Tab.2. Versuch Nr. 1-4. 
£• jSSSZig wurdegemaB Beispie. 1 durchgefuhrt.s.T.b.3. Versuch Nr. 1-3. 

Beispiel 15 . , _ _ ci^u^u.m^n wA«serireier Perlcellulose wird durch Waschen mit 

t»er.c%u.osewirdwieinBeispien^^^ 

Acetonitril von anhaftendem Aceton befreit und mit e.nem Volumen °". J* . j nne rhalb von 20 bis 60 Minuten bei 
ve?set*. Die Umsetxung mit "MMo. CO(ONB>^ wifd Ermittluoo 

SuaTn des nichtumgesetrten G.ycins mit Trinitrobenwlsulfonsaure erm.ttett. 
Kopplungskapazitat: 515pMol Glycin/g trockene Sepharose. 

fS^nd'd'emBeispieMSw^ 
Losungsmitteln vorgenommen. 

SToleCMBw^^ 

en^assert. Ein Volumen wasserfreier Sepharose CMBwtfd ™ rt ^^^ u ^^^SS^ auf 15'C und leichtem 

Dimeth V .aminopvridin und 43pMo. Trie.hy.amin pro ^^^^ r g^^^^^^ Portionen 

Schutteln wird 1 Volumen einer acetonischen ^9^^0mhW^oU^^Bt^ ^ Minuteo 

j^^y^-^y^. 0» ~» HONB-Abspaltung MM. ******* 

betragt 640uMol/g trockene Sepharose. 

- «■ '--»• 

SSSS^SL^Kll.n.n Polym... -urd.. .n..os B«.pi.l 1 V.«o* N..7. 9 v~l 10. 

4.4 mg DM AP in 3 ml Aceton bei Raumtemperatur durchgef uhrt. Nach einer rieaiaion weu 
Ather ausgefallt. Der Carbonatgehalt des Produktes betragt 213 uMol/g. 

K^l^gvonPer.^ 



Nr. 1-3. 
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Zu cinem Volume* wasserfreier Cellulose w,rd e.n ^^ n ^2^^ ^'^^ZfB^t er.o.gt unt.r l.ich.em 
0.2mMo. Dimethy.em.nopyridin pro Gramm ^ ge.os, in 

£££££ Beispie. 26 wurde die AWivierung von Per.cel.u.ose vorgenommen. s. Tab.7. Versuch Nr. 3-7. 

SK£££g von Per.ce.lo.ose wurde. wie unter Beispie. 26 beschri.ben. durchgefuhrt. s. T.b.8. Versuch Nr. 2-4. 

££££ mi, un.erschiedr.chem Chloremeisenseureester-Einsa* wurden ana.og Beispie. 26 durchgefuhrt. s. Tab. 9. 
Versuch Nr. 1-3. 

«.«.,..=.n.. Pot, ^V.™*^***-*"* vo.,.non»~n. .. T.0. >0. v.™.* Nr. 2. 3. 

BeUpW47 a ««irt*t und 10 ma DM AP und 150 

Gramm Trockensubstani. s. Tab. 10. Versuch 11. 

Kopolungstap.iiUliuMuMolCOON8mrsmmTfOekeii5iib5tinjefm.lt*!!. 

KK'ufL wW. m 1.0.5*,, 1 b«oh.i».n. ontwfc.5... .no ^^^ZT1!^"ZZ^^.<^ *nd. ..no 

stufenweise in die waBrige Phase uberfuhrt ur.d die Kopplungskapaz.tat durcn hydrolytische Abspaitung 
spelctralphotometrische Bestimmung von HONC ermittelt. 
Ergebnis: 602pMol -CO-ONB pro Gramm trockene Perlcellulose. 

tSSSiSL wie unter Beispie. 49 beschrieben. wurde die Eignung weiterer supernuc.eophiler Amine fur die Aktivierunn 
von hydroxylgmppenhaltigen Polymeren getestet, S. Tab. 1 1. Versuch Nr. 1. 3 una a. 

Beispie. 53 .«,...« .. .^.b..*.* , IM ) ; n wnsserf reiem Aceton aufgenommen und zur vo.lstandigen 

Perlcellulose wird. wie in Beisp.el 1 ar.gegeben. entwassert und .n wasserfre.em " ■ perlcellulose wird in 

Entfernung des Acetons grund.ich mit wasserfreiem Acetomtr, *r n ^^Z^J%££^i^ N-Hydroxy 5 
rweiVolumina Aceton.tr.! suspondiert. worin 36 U Mol Dimethylem.nopyr.d.n.320MMo»Tr.ethylem.n. I6QU.V.0 

norbornen-2.3-dicarboximid <HONB> pro Milliliter Cellulose gelosts.nd. in<0 „ amt 160 uMol Phe<oen pro M.lliMer 

Ourch pori.onswcise Zugabe cinor ,<r.i«,en Phosoon.osung ,n To^n w.rd «r..t ^s^^o^o^ £ ^ <( 

Cellulose bei Raumtemperatur i-mgesetzt. Nach Bcend.gung der I Phosgenzugabe ^ \° ^ " bce « de , 

Reaktion durch Absaugen des Ubers.andcs iiber eine Fritte und Waschen ^"^J^^^^S^^,^ ond Co, 

Ein Tei. der ak.iviorten Cellulose wird unmiaelbar mit e.ner L&sung von ""•^"^^'gT^J 

Gehalt an freien Aminogruppen des TrSgers nach Antoni et al. (Anal. B.ocnem. 129 119831 60-63) ermme.t. 
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3Um*I. Oberfahrt usurer, hydrolytische Freisetzung von HONB eine Kopplungskapazrtat von 362 M Mo. -CO-ONB/ 

EnStech^d Beispiel 50 wurde Per Icellulose akti viert. s. Tab. 1 2. Versuch Nr. 2-4. 
Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Trager gezeigt. s. Tab. 1 3. Versuch Nr. 1 und 2. 



Umsetzung von Perlcollulose mit symmetrischem Carbonat RO-CO-OR 





(R = -N^ 


CO-" 


^^^j ) in Aceton (Raumtemperatur. Reaktionsieit: 10 Minuten) 




Nr. 


Carbonat 
(MMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 




TEA 

{pMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 


DMAP 
(pMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 


Pyridin 
(MMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 


Kopplungskapezitet 
<uMo1~COOR/g 
trockene 
Cellulose) 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 


80 # 

80 

80 

80 

80 

80 

80 

80 




40 
160 
66 700 




40 
160 
9000 


74 


9 
10 
11 


80 
80 
80 






12 
40 
80 




370 

850-900 
805 


12 
13 
14 
15 


80 
R0 
80 
80 




43 
43 
43 
43 


6 
12 
24 
48 




108 
488 
720 
780 



• Reaktionsiemperatur: 70*C.5,5Stunden 



Tebelte 2 

Reaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR 



(R = - , 



mit PerlcelluloseunterEinsatzverschiedenersupernucleophiler Amine. ,-w....:. M r.ii..i««* dOuMol 
(Raumtemperatur. Reaktionszeit: 20 Minuten. SOpMol symmetrischer Kohlensaured.ester/ml sed.ment.erte Cellulose. 40uMol 
sup«rnucieophiles Amin/ml sedimentierier Cellulose, Losungsmittel: Aceton) ^ 

Ur supernucleophilesAmin Kopplungskapaiitit 

(uMol-COORr'g trocKene Cellulose) 



1 Oimethylaminopyridin 880 

2 Methylimidazol 210 

3 Dia2abicvc.o(2.2.2!octan 130 

4 Dia7obicyc!oI5.4.0|undecen 50 



O7O/Q0A 1 I ^ 
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rteaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR 



<« ■ -oo> 

mil Perleellulose in Abhangigkeit von der eingeseUten Menge an suparnucleophilem Amin (Dimethy.aminopynd.n) 
.~ on Minnton Rflumterrmeratur. L6sunasmitt&l:Aceton) 



Nr. 


Kohlensaurediester 
(uMot/ml sedimen- 
tierte Cellulose) 


DMAP 

(pMol/ml sedimen- 
tierte Cellulose) 


Kopplungskapa2itat 
(uMol-COOR/g trockene Cellulose 


1 
2 
3 


80 
80 
80 


12 
40 
80 


370 
930 
805 



T«betle4 

Reaktion von symmetrischem Kohlensauredi ester RO-CO-OR 



(r = -n; 



) 



mit Perleellulose in verschiedenen Lcsungsmitteln <Reaktion*eit: 20 Minuten. Reumtemperatur. SOpMol Kohlensaurediester/ml 
sedimentierte Cellulose, 40 pMol OMAP/ml sedimentierte Cellulose) 



Nr. 



Ldsungsmittel 



Kopplungskapazitlt 
luMol-COOR/g trockene Cellulose) 



1 
2 
3 
4 



Aceton 
Acetonitril 
Dioxan 
•Chloroform 



805-030 
515 
733 
217 



ISvie^ng verschiedener hydroxylgruppenhaltiger Polymere mit symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR 



<• ■ -OD' 



Nr. 



Matrix 



Kopplungskapazitat 



6 


Perleellulose (makroporos) 


800-900 


7 


Perleellulose (mikropords) 


66 


8 


SepharoseCI-4B 


640 


9 


SephadexG-100 


5 


10 


Fractoge.'TSKHW75(F) 


88 
213 


11 


Polyethylenglycol 1500 



Tsbe!!e6 

Aktivierung von Perleellulose mit verschiedenen symmetnschen C arbo " 8ten K ~ M ./ m i *-»rfi™>nti e rte Cellulose 

(Reumtemperatur. Reaktionszeit: 20 Minuten. Ldsungsmittel: Aceton. SOpMol symm. Car bonat/ml sed.ment.erte Cellulose. 
40uMol DMAP/ml sedimentierte Cellulose) 



Nr. 



symm. Carbonat 



Koppiurgskapazitat 
(uMol-COOR/fl trockene Cellulose) 



1 

2 
3 



N.N'-Oisuccinimidyl- 
N.N'-Diphthalimidyl- 
p-NOj-Phenyl- 



882 
106 
570 
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Tabetla 7 

Rcaktion von Chlorarreise-*saurecstern CI-CO-OR 



(i; = 

mil Perlcellulose 



CO 

^co 



:0 



Nr. 


Chlorameisen- 
saureester (mMol/g) 
trockene Cell.) 


TEA 

(mMol/g 
tr.Cell.) 


DMAP 

(pMol/g 

tr.Cell.) 


Pyridin 

(MMol/g 

tr.Cell.) 


Kopplungs- 
kapazitat (uMol/g 
tr.Cell.) 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 


2.1 
2.1 
2.1 
2.1 
2.1 
2.1 


3.0 
2.6 

2.6 
2.6 
2.6 


207 
207 
414 
828 


414 


35 
104 

75 
130 
400 
590 
823 



Lknseuung von Perlcellulose mit Chlorameisensaureestor CI-CO-OR 

<° - -CO 

in Abhan 9 i fl keit dor einflesetxten 0MAP-Men 8 e (2.1 mMo. C.COONB/9 Ce.Mose. 2.6mMo. TEA/9 Ce.Mose. Temperatur: 2 ,»C. 



Nr. 


DAMP 

(uMo!/g trockene Cellulose) 


KopplungskapaxitAt 
(uMol-COOR/g trockene Cellulose) 


1 


0 


25 


2 


20.7 


150 


3 


207 


333 


4 


414 


590 



Tabe!l©9 „ 

A^hangigkcU der Reaktion von Chlorameisensaureester RO-CO-Cl 



(R = -\ 



00 



) 



mit 



Perlcellulose «om Estercinsat* (Temperator: S'C. Reaktionweit: 20 Minuter,. Losungsmittel: Acecon) 



Nr. 


Chlorameisen- 
saureester 
(mMol/g 

trockene Cellulose) 


TEA 

(mMol/g 

trockene Cellulose) 


DMAP 
(mMol/g 

trockene Cellulose) 


Kopplungs- 
kapazttat 
(uMol-COOR/g 
trockene Ce';uloc*> 


1 
2 
3 


2.1 
4.2 
8.4 


2.6 
5.2 
10.4 


0.2 
0.2 
0.2 


422 
522 
778 



Ta belle 10 



* - *• y • ;yor P«? Vmonp m ?! C^ \-*r.i — o 



(Raumtemperatur. Reaktionsreit: 20 bis 60 Minute* 2.1 mMol Chlorameisensaureester/g trockenen Trager. 210uMol DMAP/g 
trockenen Trager. 2.7 mMol Triethylamin/g trockenen Trager. Losungsmittel: Aceton Oder D.oxam 
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Nr, 



Matrix 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

e 

9 
10 

11 

12 



Perlcellulose (makropords) 
Perlcellulose (mikroporos) 
Cellulosepulver MN 300 
SepharoseCI-4B 
SephadexLH-20 
SpheronPIOOO 
TrisacrylGF-2000 
ToyopearlHW-60 
FrectogelTSKHW 75(F) 
Polyvinylalkohol 
Polycthylenglykol 1500 
SHP (Starkehydrolysat) 



2 6 mMol CI-CO-OR; 3.5mMol TEA; GOO uMol OMAP 
2 7 mMol CI-CO-OR ; 3.5 mMol TEA; 275 uMol OMAP 
21 mMol D-CO-OR; 2.7 mMol TEA: 1 060 uMol Pyridin 
0*83 mMol CI-CO-OR; 1 .0 mMol TEA; 80 uMol DM AP 
2 1 mMol CI-CO-OR; 2.7 mMol TEA; 210 uMol Pyridin 



Kopplungskepazitat 
(pMolCOQR/gtrockenerTrager) 



820 
50 
355 
1073 # 



452 

50 
1365 ## 
780 

21 ##€ 
462* 

44** 



Tabellell ^ ^_ 

Reaktion von Chlorameisenseureester CI-CO-OF 



trockene < 



Nr. 



supernucleophiles 
Amin 



Kopplungskapazitat 
(uMol-COOR/Q trockene Cellulose) 



1 
2 
3 
4 



Dimethyl a mi no pyridin 
N-Methylimtdazol 
Diazabicyc1o(2.2.21octan 
Diazabicyclol5.4.0lundecen 



797 
602 
190 
200 



Tattle 12 



Aktivierung von Perlcellulose durch 



Reaktion mit Phosgen und N-substituiertem Hydroxylamin HO-NR, 



3) 



inGegenwartvonteriiaren Aminen A ^t««itrin 
{Raumtemperatur. Reaktionszeit: 20 Minuten. Losungsm.ttel. Aceton.tr.l) 



Nr. 



Phosgen 
(uMo!*) 



HONB 
(pMol # ) 



TEA 
(uMof) 



OMAP Kopplungskapazitat 
(pMori (uMol-COOR/g trockene 

Cellulose) 



1 
2 
3 
4 # 



160 
46 
320 
160 



160 
320 
320 
160 



320 
320 
640 
160 



36 
36 
72 
36 



362 
52 
310 
325 



•• Losongsmiltel: CHDj 



N-substituiertes Hydroxylamin/ml sedimentrierte Cellulose) 
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Nr. 



Phenol bwv.N-subst. Kopplungskepaiitat 
Hvdro»ylamin <pMol-COOR/g trock ene Cellulose) 



1 N-Hydroxysuccinimid 330 

2 p-Nitrophenol 105 

3 N-Hydroxy-5-norbornen- 
2.3-dicarboximid <HONB) 362 



Bestimmung der Kcpp.angskapaiita, durch Hydro.y se der Trager mi, Arnmoniak.osung und spektra.pho,ome«rische Mess.no 
des freigeseuten Phenols Oder der N-substituierten Hydroxylamine. 
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